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Desain penelitian yang digunakan adalah eksperimen. Menurut Sugiyono
(2009), suatu metode penelitian yang mencari pengaruh suatu perlakuan tertentu
dalam kondisi terkendali itu merupakan penelitian eksperimen. Berdasarkan hal
tersebut maka jenis penelitian yang digunakan ditinjau berdasarkan cara
penelitiannya, rumusan masalah, dan tujuan, maka penelitian yang digunakan
merupakan penelitian eksperimen.
3.2 Desain Penelitian
Desain penelitian ini menggunakan complete block design atau Rancangan
Acak Kelompok (RAK) (Sastrosupadi, 2000) seperti pada Tabel 3.1. Dengan
perlakuan 1 dosis placebo, 3 dosis pakan berlemak yang berbeda, dan perlakuan 4
jangka waktu berbeda.
Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis pakan kolesterol dan waktu
penginduksian. Dosis yang digunakan berupa ambang tinggi, tengah, dan rendah
dari kapasitas lambung hewan dimana diterapkan sebagai berikut: (A) ambang
rendah berupa ¼ volume lambung , (B) ambang tengah berupa ½ volume
lambung, (C) ambang tinggi berupa ⅔ volume lambung, dan (D) Kontrol tanpa
pakan berlemak dan hanya diberikan pakan kelinci biasa (Norris, 1980). Rentang
waktu pemberian: 1 minggu, 2 minggu, 3 minggu, dan 4 minggu.
Variabel terikat pada penelitian ini adalah kondisi kadar total kolesterol darah dan
luas dedahan kolesterol pada preparat histokimia hewan uji.
Kadar total kolesterol darah didapatkan dengan menggunakan alat Autocheck
dan menggunakan strip kolesterol agar hasil secara langsung bisa didapatkan.
Sedangkan luas dedahan kolesterol pada preparat histokimia hewan uji dilihat
menggunakan gambaran histologis dengan dua metode yaitu metode beku
(freezing microtome) yang diberi pewarnaan Schultz-Smith dan metode paraffin
yang diberi pewarnaan Hematoxylin Eosin sehingga luas dedahan kolesterol dapat
teramati dari warna sel hepatosit.
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Terdapat 3 kelompok perlakuan ditambah kontrol dan 4 rentang waktu
pemberian maka untuk mengetahui banyaknya pengulangan digunakan rumus
Federer (1991), sebagai berikut:
Dari hasil pengulangan tersebut maka dibuat pengaturan denah percobaan
perlakuan secara acak (Random) sebagai berikut:



















































































































































B= perlakuan dosis ½
C= perlakuan dosis ⅔
D= Kontrol
M= Minggu ke-
1-48 = Nomor Mencit
Sehingga didapatkan peta kandang sebagai berikut:
Tabel 3.2. Peta Kandang Mencit
Kontrol A B C
MI 6 19 43 10 26 44 14 31 35 4 32 41
MII 11 27 46 7 20 37 1 29 39 8 22 42
MIII 3 17 34 16 23 38 12 25 45 9 21 47
MIV 13 18 36 2 30 48 5 24 40 15 28 33
(n-1)(t-1) ≥ 15
(n-1)(16-1) ≥ 15
(n-1) 15 ≥ 15
n ≥ 2
r ≥ 2 (untuk menambah keakuratan
maka ditambah menjadi 3 ekor)
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3.3 Populasi dan Sampel
Populasi dalam penelitian ini adalah kadar kolesterol total dari seluruh organ
hati mencit (Mus musculus) betina galur Swiss Webster, sedangkan sampelnya
adalah kadar kolesterol total dan gambaran histologis dan histokimia organ hati
mencit yang diberi pakan berlemak.
3.4 Tempat Penelitian
Pada pembuatan pakan berlemak tinggi dilakukan di Laboratorium Fisiologi,
FPMIPA UPI. Mencit dipelihara dan pra-penelitian dilakukan di rumah mencit
Kebun Botani FPMIPA UPI. Pembedahan, pengambilan organ hati dan
pembuatan preparat histologi hati dilakukan di rumah peneliti.
3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1Tahap Persiapan
3.5.1.1. Pra-penelitian Penentuan Dosis
Pra-penelitian yang dilakukan untuk menentukan dosis pakan yang akan
diberikan kepada hewan uji berdasarkan volume lambung yang dapat menampung
pakan. Dosis yang sesuai dengan volume lambung hewan uji merupakan jumlah
pakan maksimal yang dapat dihabiskan oleh hewan uji sampai tidak tersisa pakan
sama sekali karena diharapkan seluruh zat yang akan diujikan masuk kedalam
tubuh hewan uji. Penentuan awal banyaknya dosis yang diberikan merujuk pada
rumus 20% berat badan (Marbawati, 2009). Kemudian berdasarkan rujukan
dimodifikasi dengan menaikkan jumlah dosisnya yang terbagi menjadi dosis 1 x
20% BB, dosis 2 x 20 % BB, dan 3 x 20% BB. Jenis pakan yang diberikan adalah
pakan kelinci biasa. Indikator yang diukur dari pra-penelitian ini berat badan
hewan uji, sisa pakan yang diberikan, berat feses dari hewan uji setiap harinya.
Dosis akhir yang ditentukan dipilih berdasarkan rerata dosis yang selalu habis
dikonsumsi tanpa tersisa. Makanan dan minuman diberikan secara ad libitum.
Hewan uji merupakan mencit (Mus musculus) galur wistar betina berusia 3-4
bulan dengan berat rata - rata 20-30 gram berjumlah 48 ekor. Dipilih hewan betina
dikarenakan menurut penelitian Hilakivi-Clarke et al. (1996), keagresifan mencit
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jantan dipengaruhi oleh pemberian pakan berlemak dan kolesterol tinggi. Maka
dipilih mencit betina untuk menghindari keagresifan tersebut.
Selama peneltian, aspek kenyamanan hewan percobaan perlu diperhatikan
untuk meminimalisir bias dari lingkungan terhadap hewan percobaan. Lokasi
penempatan kandang perlu diperhatikan dengan lingkungan yang bebas dari suara
yang terlalu berisik dan terjaga dari berbagai macam polusi udara. Kandang yang
digunakan harus kuat dan tahan dari gigitan hewan pengerat, tidak mudah rusak,
tidak mudah terbuka, dan mudah dibersihkan juga mudah diamati dari bagian luar
kandang. Sehingga kandang menggunakan bak yang berbahan plastik agar tidak
mudah rusak terutama karena gigitan mencit. Kandang harus dibersihkan 1-2 kali
seminggu agar tidak menimbulkan bau yang kurang sedap dan agar alas selalu
dalam keadaan kering. Intensitas cahaya yang didapatkan oleh hewan di dalam
kandang juga harus cukup. Tersinari oleh matahari 12 jam dan pada kondisi gelap
12 jam dengan suhu penempatan kandang berkisar antara 18-27˚C serta
kelembaban antara 40-70% (Hamita dan Radji, 2008).
Mencit merupakan hewan yang aktif pada malam hari (nokturnal)
sehingga akan banyak melakukan aktifitas di malam hari terutama makan dan
akan tidur pada siang hari. Untuk tumbuh dan berkembang secara optimal,
kualitas makanan mencit merupakan faktor yang sangat penting. Karena
keoptimalan tumbuh kembang mencit akan mempengaruhi aktifitas hidupnya.
Pada mencit komposisi makanan yang dibutuhkannya yaitu protein, lemak dan
energi serta mineral harus tercukupi. Setiap ekor mencit dewasa setiap hari dapat
mengkonsumsi sebanyak 12-20 gram makanan dan minum sebanyak 20-45 ml air
(Sudrajat, 2008).
Pada setiap kandang berisi 3 ekor mencit. Hewan ditimbang setiap hari dan
diberi tanda. Hewan diaklimatisasi selama 1 minggu dengan pemberian pakan dan
minum secara ad libitum. Kemudian dilakukan pra-penelitian untuk penentuan
dosis pakan yang akan diberikan kepada mencit.
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3.5.1.3. Komposisi Pakan Kelinci yang Digunakan
Pakan kelinci yang diberikan kepada hewan uji selama pra-penelitian yang
juga sebagai bahan campuran untuk pembuatan pakan berlemak. Pakan kelinci
yang digunakan dengan merk X memiliki komposisi yang terdapat pada Tabel 3.3.
Tabel 3.3 Komposisi Pakan Kelinci
Komposisi:
Protein 15 %





Terkandung didalam pakan tersebut protein minimalnya sebanyak 15%, serat
kasar sebesar 16 % dan lemak maksimalnya 5 % dalam pakan tersebut. Yang
nantinya pakan kelinci ini akan diberikan sebagai pakan biasa dan campuran
dalam pakan berlemak.
3.5.1.4. Alat dan Bahan yang digunakan
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah strip autocheck cholesterol
sebanyak enam dus, alat autocheck 3 in 1 multi monitoring system sebanyak satu
set untuk pengecekan kadar kolesterol total darah. Untuk pemeliharaan hewan uji,
digunakan kandang tikus yang telah disesuaikan seperti pada poin 3.5.1.1..
Digunakan kompor untuk melelehkan lemak yang digunakan dalam pembuatan
pakan berlemak, oven untuk mengeringkan pakan yang telah dicampurkan dengan
pakan kelinci. Untuk proses pewarnaan, digunakan botol vial ukuran 20 ml
sebanyak sembilan botol, rak preparat, timbangan analitik dengan spesifikasi
HENHERR BL-H2, staining jar sebanyak dua belas gelas, mikrotom satu unit,
mikroskop binokuler satu buah, alat bedah, cawan petri sebanyak empat buah,
gelas ukur dan pipet ukur.
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah hewan uji yang
digunakan yaitu mencit betina galur Swiss Webster sebanyak 48 ekor. Untuk
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metode pewarnaan digunakan pewarna Hematoxylin sebanyak 100 ml, pewarna
Eosin 0,1 % sebanyak 100 ml, untuk proses pembuatan preparat dengan parafin
menggunakan alkohol absolut sebanyak 100 ml, formalin 4% untuk mengawetkan
hati mencit, alkohol bertingkat yang dimulai dari alkohol 30%, alkohol 50%,
alkohol 70%, alkohol 80%, alkohol 96%, dan alkohol 100% teknis, xilol, parafin
lunak, dan parafin keras lalu entellan untuk menutup gelas cover pada preparat.
Kemudian untuk metode beku menggunakan asam asetat glasial sebanyak 5 ml
dan hidrogen peroksida 3% sebanyak 5 ml.
3.5.1.3. Pembuatan Pakan Berlemak
Pakan berlemak dibuat dengan cara mencampurkan pakan kelinci biasa
dengan lemak sapi dengan rentang dosis rendah (A) ¼ volume lambung, dosis
tengah (B) ½ volume lambung, dosis tinggi (C) ⅔ volume lambung, dan dosis (D)
placebo karena dosis ini merupakan kontrol. Volume lambung yang dapat
menampung pakan diketahui dari pra penelitian yakni didapat 3 x 20% BB atau
sekitar 15 g. Sehingga pembuatan pakan berlemak dengan perbandingan lemak
berbanding dengan pakan standar per ekornya untuk setiap dosis adalah, dosis (A)
3,75 gram lemak dan 11,25 gram pakan kelinci biasa, dosis (B) 7,5 gram lemak
dan 7,5 gram pakan kelinci biasa, dosis (C) 10 gram lemak dan 5 gram pakan
kelinci biasa, terakhir dosis (D) yang merupakan kontrol hanya diberikan 15 gram
pakan kelinci biasa.
3.5.2 Tahap Perlakuan
3.5.2.1. Perlakuan Hewan Uji
Setiap mencit ditimbang dan diberi tanda, lalu dimasukkan kedalam kandang
sesuai dengan kelompok perlakuan. Mencit diberi pakan berlemak setiap hari
sesuai dosis dan waktu pemberian. Kandang mencit dibersihkan setiap hari dan
ditimbang untuk melihat perubahan berat badan dan sisa pakan. Pada hari ke-8, 15,
22, dan 31 mencit dicek kadar kolesterol total darahnya. Pengambilan darah pada
hewan percobaan apabila dilakukan secara tidak sesuai dapat menimbulkan
berbagai efek samping seperti apabila pengambilan darah dilakukan dan terlalu
banyak darah yang diambil dapat menyebabkan shock hipovolemik, stress hingga
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resiko menyebabkan kematian pada hewan. Namun, bila dilakukan pengambilan
sampel darah dalam jumlah sedikit tetapi sering akan menyebabkan anemia pada
hewan uji.
Pengambilan darah dilakukan sekitar 10% dari total volume darah yang
terdapat didalam tubuh. Selang waktu pengambilannya pun sekitar 2-4 minggu.
Dalam interval waktu 24 jam dapat dilakukan pengambilan darah apabila hanya
1% dari total volume darah yang ada dalam tubuh sehingga total darah yang
diambil sekitar 7,5% dari bobot badan.
Pengambilan darah dapat dilakukan dibeberapa bagian tubuh hewan uji
seperti vena lateral dari ekor, sinus orbitalis di bagian mata, vena saphena yang
terdapat pada kaki hewan dan terakhir darah bisa didapatkan langsung dari
jantung. Alat untuk pengambilan darah diusahakan sesteril mungkin. Kehangatan
pada hewan tersebut akan mempengaruhi peningkatan vasodilatasi (Kusumawati,
2004).
Bagian tubuh dari hewan uji yang mudah untuk pengambilan darahnya
terdapat di bagian ekor. Selain mudah, tidak perlu menggunakan banyak peralatan.
Apabila dilakukan sedikit amputasi pada bagian ujung ekor hewan uji, darah akan
mengalir dan akan mendapatkan darah dalam jumlah yang cukup banyak.
Kekurangan dari pengambilan sampel darah dari bagian ekor adalah terjadinya
pembekuan darah sebelum darah yang dibutuhkan tercapai volumenya. Yang
lebih parahnya jika darah tidak mengalir dari bagian ekor yang dilukai. Sehingga
dibutuhkan heparin atau sitrat untuk menghambat proses pembekuan darah pada
bagian ekor yang dilukai. Selain dengan menggunakan dua zat tersebut, beberapa
ahli ada yang menganjurkan untuk meningkatkan aliran darahnya dengan
menghangatkan ekornya terlebih dahulu (Kusumawati, 2004).
Setelah dicek kadar kolesterol total darahnya kemudian dilakukan euthanasia
secara fisik pada mencit dengan cara dislokasi servical (cervical dislocation).
Eutanasia merupakan proses menghilangkan nyawa hewan dengan meminimalisir
rasa sakit dan secara manusiawi. Efeknya terhadap jaringan, jaringan akan
mengalami hipoksia maka diperlukan penanganan hewan dengan tepat dan cepat
setelah hewan mati agar jaringan tetap dalam kondisi yang maksimal (Isbagio,
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1992). Organ yang telah diambil dan dipisahkan dari tubuh hewan dicuci dengan
larutan fisiologis NaCl 0,6% dan dimasukkan dalam formalin 4%.
3.5.2.2. Pengukuran Kadar Kolesterol Darah
Kadar kolesterol darah didapatkan dengan alat Autocheck menggunakan
strip cholesterol yang mana alat tersebut dapat langsung membaca hasil dari total
kolesterol darah pada hewan uji.
3.5.2.3. Pembuatan Preparat Histologis
a. Metode beku (freezing microtome) dengan pewarnaan Schultz-Smith
(pewarnaan kolesterol)
1. Organ hati diukur terlebih dahulu sekitar 2 x 1 x 0,4 cm dan dicelup dalam
larutan NaCl 0,6 %. Kemudian jaringan difiksasi dengan formalin 4% lalu
dipotong-tipis oleh metode beku yakni menggunakan mikrotom dengan cara
menyemprotkan nitrogen cair pada organ supaya beku dan mudah dipotong.
2. Jaringan yang telah dipotong kemudian ditaruh diatas kaca objek kemudian
dicelupkan dalam Hidrogen peroksida 3% selama 3 menit.
3. Jaringan kemudian dibilas oleh aquadest dan dibiarkan kering.
4. Selanjutnya jaringan ditetesi dengan asam asetat glasial dan ditutup dengan
kaca penutup kemudian diamati pada mikroskop cahaya.
5. Pemeriksaan kolesterol atau ester - esternya dan juga sel busa/foam cell dapat
terlihat dengan warna kehijauan untuk beberapa saat, kemudian menjadi coklat
setelah 30 menit. Kemudian dihitung luas dedahan tersebut dan dimasukkan
dalam tabel pengamatan.
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Gambar 3.5.1. Bagan Alur Pembuatan Preparat dengan Metode Beku
b. Metode Parafin
1. Fiksasi
Organ dipotong dengan ketebalan ±10 mm menggunakan scalpel dan
dimasukkan ke botol berisi Formalin 4%. Jaringan dibiarkan dalam larutan
selama 24 jam.
2. Dehidrasi
Jaringan diangkat dan direndam ke dalam larutan alkohol bertingkat dimulai
dari Alkohol 50% berlanjut ke alkohol 70%, 80%, 90%, 96% dimana masing –
masing durasi rendam selama 1 jam dan tanpa jeda waktu antar pergantian
(secara langsung).
3. Penjernihan
Jaringan dicelupkan ke dalam larutan xylol selama sekitar 2-3 menit.
Kemudian diamati pada mikroskop. Bila jaringan belum transparan maka
jaringan direndam kembali dalam alkohol 96%.
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4. Infiltrasi paraffin
Jaringan dimasukkan ke dalam larutan xylol-paraffin lunak selama 5 menit,
kemudian dipindahkan ke dalam paraffin lunak saja selama 5 menit dan
terakhir dipindahkan ke dalam paraffin keras selama 10 menit.
5. Penanaman Jaringan dalam Block
Cetakan block dari kuningan berukuran 1 x 2 x 1 cm disiapkan. Paraffin keras
dicairkan terlebih dahulu kemudian di tuang hingga setengah permukaan
cetakan. Jaringan kemudian di tanam dalam paraffin tersebut. Terakhir paraffin
dituang kembali hingga memenuhi cetakan. Cetakan dibiarkan mengering di
suhu ruang.
6. Pemotongan jaringan
Block paraffin yang telah kering sebelumnya di buat menyerupai bangun
trapesium untuk memperlihatkan pembatas antar irisan block dengan
memotong kedua sudut atas dari block. Kemudian block dipasang pada holder
di mikrotom. Mikrotom diatur ketebalan pemotongan 10 mikron, jika sudah
mendekati jaringan diubah menjadi 8 mikron. Hasil irisan ditaruh diatas
permukaan air hangat (45o - 50oC).
7. Penempelan dan deparafinasi
Lembar irisan ditempel pada permukaan kaca objek yang sebelumnya telah
dioles tipis dengan larutan albumin Mayer. Parafin dipisahkan dari jaringan.
Kemudian jaringan direndam dalam larutan xilol selama 20 menit untuk
menghilangkan sisa paraffin.
8. Rehidrasi dan pewarnaan
Jaringan direndam kedalam larutan alkohol bertingkat setelah direndam
didalam xilol. Alkohol bertingkat yang digunakan dimulai dari alkohol 96%,
alkohol 90%, alkohol 80%, alkohol 70% dengan durasi selama 3-5 menit.
Jaringan kemudian dicelupkan dalam pewarna Hematoxylin Selama 3 detik dan
dibilas dengan alkohol 70% Untuk membedakan warna pada sitoplasma dan
nukleus dilakukan differensiasi warna dengan merendam sebentar jaringan lalu
rendam sebentar dalam pewarna eosin lalu dibilas dalam alkohol 70%, 80%,
90%, 96%.
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9. Penutupan preparat
Jaringan yang telah diwarnai dibilas dengan alkohol 70% lalu dilanjutkan
proses dehidrasi sampai dengan alkohol 96%. Setelah itu jaringan direndam
dalam xilol selama ± 15 menit untuk menjernihkan kaca objek dan kemudian
kaca objek siap ditutup menggunakan larutan entelle dan kaca penutup. Hasil
preparat dianalisa menggunakan mikroskop mengenai luasan dedahan lemak
yang terjadi pada jaringan.
10. Pemeriksaan
Preparat yang telah jadi kemudian dilihat pada mikroskop cahaya dimulai dari
perbesaran rendah ke tinggi. Parameter yang dilihat adalah luas dedahan
berupa bekas penebalan pada membran intima, media, atau eksterna.
Gambar 3.5.2. Bagan Alur Pembuatan Preparat dengan Metode Parafin
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3.6 Analisis Data
Data hasil pengamatan kadar kolesterol darah yang sudah ditabulasi diuji
dahulu dengan uji normalitas menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov untuk
menilai sebaran data pada sebuah kelompok data atau variable bertujuan untuk
apakah data/variabel telah terdistribusi normal ataukah tidak karena untuk
menggunakan uji TWO WAY ANOVA harus memiliki syarat dimana data
terdistribusi normal dan data harus homogeny sehingga melakukan uji normalitas
terlebih dahulu kemudian melakukan uji homogenitas menggunakan uji Leven
untuk mengetahui apakah beberapa varian populasi adalah sama atau tidak. Bila
uji normalitas terdapat perbedaan, maka dilakukan transformasi atau diuji
alternatif dengan uji non parametris Mann Whitney’u test. Bila uji homogenitas
terdapat perbedaan maka dikoreksi oleh uji brown forsythe atau welch’s F. Bila
kedua uji sama yaitu data terdistribusi normal dan data homogen maka
selanjutnya diuji dengan TWO WAY ANOVA with interaction untuk melihat ada
atau tidaknya keterkaitan antara dua variabel. Hal ini dilakukan karena pada
penelitian ini terdapat dua variabel yang diamati yaitu pengaruh dosis dan
pengaruh waktu. Dilanjutkan ketahap selanjutnya yaitu pengujian BNT 5%
apabila terdapat perbedaan. Data selanjutnya diuji dengan menggunakan Posthoc
Duncan guna mengetahui pengaruh yang diberikan memengaruhi bagian yang
mana.
Pada analisis histologi hati, menggunakan analisis kualitatif yaitu setiap
gambaran histologi dari setiap kelompok perlakuan dilihat lalu dibandingkan
dengan kontrol dan dideskripsikan gambaran dari setiap kelompok perlakuan
dengan kontrol. Dilakukan analisis pada gambaran histologi yang didapatkan dari
pembuatan preparat histologi dengan menggunakan dua metode yaitu metode
beku dan metode parafin. Metode beku pada penelitian ini menggunakan teknik
pewarnaan Schultz-smith dimana pewarna ini akan menunjukan ester kolesterol
yang terpapar pada jaringan hati dengan indikator warna hijau gelap. Sedangkan
pada metode parafin yang menggunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin parameter
yang diukur adalah ukuran hepatosit serta kerapatan antar hepatosit yang
menunjukkan banyaknya kolesterol yang terdapat dalam sitoplasma hepatosit.
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3.7 Alur Penelitian
3.7.1.Alur Penelitian
Alur penelitian dari penelitian “Gambaran Histologis dan Keterkaitannya
dengan Kadar Kolesterol Total pada Hati Mencit (Mus Musculus) Galur Swiss
Webster Hiperkolesterolemia” terlihat pada gambar 3.1 berikut ini.
Gambar 3.1. Bagan Alur Penelitian
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3.7.2. Alur Kerja
Alur kerja dari penelitian “Gambaran Histologis dan Keterkaitannya dengan
Kadar Kolesterol Total pada Hati Mencit (Mus Musculus) Galur Swiss Webster
Hiperkolesterolemia” terlihat pada gambar 3.2.
Gambar 3.2. Alur Kerja
